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摘 ”要 :本 试验 由 在 构建 不 同 纤维 素 酶 的 融合 表达 系统 及 探讨 融合 纤维 素 酶 的 酶 学 性 质 。 利 


用 PCR 技 术 从 实验 室 前 期 分 离 的 枯草 芽孢 杆菌 


设计 一 段 柔 性 接头 (GSGGGS)， 通 过 酶 切 连 接 将 2 个 纤维 素 酶 


et 


(ORF) 内 ， 插 入 到 pET32a(+) 中 


BL21(DE3) 进 行 诱导 表达 ， 并 对 其 栈 


y 


中 分 别 扩 增 2 个 纤维 素 酶 基因 Cel42 和 Cel22, 


基因 构建 在 一 个 开放 阅读 


THAT 


建 重 组 表达 载体 pET32a(+)-Cel42-Cel22， 转 化 大 肠 杆菌 


学 性 质 进 行 研究 。 结 果 表 明 : 本 试验 成 功 克 隆 了 2 个 纤 


维 素 酶 基因 Cel42 和 Ce122， 并 构建 了 重组 表达 系统 BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel42-Cel22, 十 


二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 估 计 其 分 子 质量 约 为 101 ku, XER F SR 


糖 内 切 酶 活性 为 57.62 U/mL， 葡 聚 糖 外 切 酶 活性 


FE 为 32.57 U/mL 。 试 验 所 得 融合 纤维 素 酶 


Cel42-Cel22 的 最 适 反 应 温度 为 50 C, BERM pH W 6.0, WEE 30~70 人 范围 内 时 可 维 


FF 70% 以 上 的 纤维 素 酶 活性 ，pH 在 4.0 一 9.0 范围 内 时 可 保持 75% 以 上 的 纤维 素 酶 活性 。 除 


Mn” 外， 其 他 金属 离子 对 纤维 素 酶 的 活性 均 具 有 


制作 用 较 明显 。 由 此 可 见 ， 本 试验 在 大 肠 杆菌 BL21(DE3) 


定 的 抑制 作 月 


H, HEH Hg 和 Cu ot Hyd 


! 成 功 表达 出 了 融合 纤维 素 酶 


Cel42-Cel22， 且 该 酶 具有 一 定 的 活性 ， 可 适应 较 宽 广 的 温度 和 pH 范围 ， 对 金属 离子 敏感 。 
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纤维 素 是 一 种 由 800~1 200 个 葡萄 糖分 子 聚 合 而 成 的 高 分 子 化 合 物 ， 是 世界 上 最 丰富 的 


可 再 生 有 机 资源 。 我 国 是 农业 大 国 ， 农 作物 秸秆 产 


糖 形式 存在 ,目前 仅 有 10% 的 秸秆 


用 于 反刍 动物 饲料 品 。 


BA HHA 20%"), PRIUS 
秸秆 一 般 需 要 在 体外 先 采 用 物理 或 


化 学 方法 进行 处 理 后 再 进行 利用 , 但 这 些 方 法 不 仪 效率 低 ， 而且 容易 造成 环境 二 次 污染 ,很 


难 推广 应 用 中 1。 因 此 ， 


ry 


7 EB 


。 纤 维 素 酶 主要 分 为 三 大 类 ， 


目前 研究 主要 集中 在 秸秆 的 生物 降解 方面 ， 


于 酒精 、 造 纸 、 畜 牧 、 


食品 和 纺织 等 行业 外 


已 应 月 


用 前 景 和 社会 意义 。 


即 利用 微生物 产生 的 纤 


即 葡 聚 糖 内 切 酶 (endo-1,4-B-D-glucanases)、 


葡 聚 糖 外 切 酶 (exo-1,4-B-D-glucanase) 和 有 -葡萄 糖苷 酶 (B-1,4-glucosidases)5]， 目 前 纤维 素 酶 


， 所 以 对 纤维 素 酶 的 研究 具有 广阔 的 应 


由 于 天 然 微生物 产 酶 量 低 、 产 酶 单一 ， 且 产 不 同 纤维 素 酶 的 微生物 之 间 很 难 达 到 最 佳 配 


合 ， 所 以 纤维 素 的 自然 生物 降解 是 一 个 漫长 的 过 程 ， 根 本 无 法 适应 实际 生产 的 需求 。 


借助 分 子 生 物 学 方法 将 不 同 纤维 


措施 。 已 有 报道 通过 


生物 中 ,但 这 些 研究 主要 是 对 单一 


基因 工程 技术 将 不 同 来 源 的 纤维 素 


因此 ， 


素 酶 基因 整合 到 微生物 高 效 表 达 系 统 中 是 最 理想 


酶 基因 克隆 到 细菌 、 


须 按照 一 定 比 例 配合 后 才 可 应 用 。 目 前 ,和 蛋 


有 多 功能 的 复合 蛋白 ， 大 大 简化 了 后 期 蛋白 质 的 纯化 和 工艺 流程 等 9。 


杆菌 PET 载体 系列 表达 纤维 素 酶 基因 


的 报道 > 16-17] o (AE 


杆菌 中 的 融合 表达 还 鲜 有 报道 。 


在 前 期 工作 中 ， 我 们 己 经 从 土壤 中 筛选 


(Bacillus subtilis) N042 和 Bacillus subtilis N22， 并 通过 


纤维 素 酶 。 为 进 


Si 


探讨 这 2 种 纤维 素 酶 的 协同 作 


根据 2 个 纤维 素 酶 基因 两 端的 碱 基 特点 


组 入 大 肠 杆 菌 表达 载体 pET32a(+) 中 ， 评 估 


设计 一 段 柔 性 


获得 2 te 


白质 的 融合 表达 技术 已 绎 于 成 熟 ， 可 形成 一 种 具 


最 有 效 的 


真菌 、 酵 母 等 微 


纤维 素 酶 的 克隆 与 表达 ("纤维 素 酶 单独 应 用 效果 不 佳 ， 


目前 


己 有 利用 大 上 肠 


今 为 止 , 关于 不 同 纤维 素 酶 在 大 上 肠 


具有 纤维 素 降 解 


能 力 的 枯草 芽孢 杆菌 


体外 试验 初步 确定 了 分 别 含 


2 种 


用 ， 本 研究 首先 克隆 2 个 纤维 素 酶 基因 ， 


其 在 大 肠 杆菌 BL21(DE3) 中 表达 的 效果 ， 


连接 肽 将 2 个 纤维 素 酶 基因 融合 后 


en) 


并 对 表 


1 ， 达 的 融合 纤维 素 酶 的 性 质 进行 分 析 , 以 期 获得 1 株 能 够 高 效 表 达 不 同 纤维 素 酶 融合 蛋白 的 


mi 
pap 


2 ”组 大 肠 杆 菌 ， 并 为 进一步 研究 融合 纤维 素 酶 高 效 降解 纤维 素 葛 定 基 础 。 


3 1 材料 与 方法 


4 1.1 材料 


5 1.1.1 菌株 和 质粒 


6 Bacillus subtilis N42、Bacillus subtilis N22 为 本 实验 室 分 离 鉴 定 ; 感受 态 大 肠 杆 菌 DH5a、 


7 BL21(DE3)#ll pMD18-T、pET32a(+) 均 购 自 TaKaRa 公司 ; BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel42、 


= 8 ”BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel22 为 本 实验 室 构建 保存 。 


9 “1.1.2 酶 和 主要 试剂 
10 Pyrobest'™ DNA Polymerase, T4 DNA 连接 酶 ， 限 制 性 内 切 酶 BamH I 、Xho 1 . Nco 


11 I. Xhol, DNA marker, #% AJ marker 均 购 于 TaKaRa 公司 ; 异 丙 基 -B-D- 人 硫 代 半 乳糖 


12 +f (IPTG)、X-gal、Goldview 核酸 染色 剂 、Ni-NTA Sefinose™ Resin Kit 均 购 于 北京 索 莱 


13 ” 宝 科技 有 限 公司 ; 质粒 纯化 试剂 盒 和 DNA 琼脂 糖 凝 胶 回收 试剂 盒 均 购 于 北京 天 根 生 化 


14 ”科技 有 限 公 司 。 


15 1.2 方法 


ia 16 1.2.1 目的 基因 的 克隆 


17 根据 GeneBank 上 公布 的 Bacillus subtilis 的 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 序列 〈KF240848.1) 和 


18 ”B-1,3-1,4- 葡 聚 糖 酶 基因 序列 (KM 009051.1), 利用 Primer premier 5.0 软件 设计 2 对 引物 , F1:5' 


19 -CATGCCATGGGAGTGCAGATGAAAC-3’ , R1:5' -GGATCCACCGCCAGATCCATTTG-3’ ; F2:5’ 


20 -CGIGGATCCATGCCTTATCTGAAACG-3’ , R2:5' -CCGCTCGAGTTATTTTTTTGTATAGCGC-3’ 。 F 


21 ” 划 线 部 分 为 酶 切 位 点 碱 基 ， 引 物 R1 和 F2 中 方 框 内 为 连接 肽 碱 基 ， 用 于 2 个 基因 的 连接 。 


22 ”引物 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 合成 。 


23 以 Bacillus subtilis N42 和 Bacillus subtilis N22 全 基因 组 为 模版 ， 分 别 用 引物 F1/R1 和 


F2/R2 进行 扩 增 


` 


Jù 


， 获 取 的 基因 分 别 命名 为 Ce142 和 Ce122， 然 后 分 别克 隆 至 pMD18-T 中 ， 


到 pMD18-T-Cel42 和 pMD18-TCel22， 并 送 生 工 生 物 工 程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 测序 。 


1.2.2 融合 表达 载体 的 构建 


将 上 述 质粒 pMD18-T-Cel42 和 pMD18-T-Cel22 同时 用 BamH I /Xho | 进行 双 酶 切 , DNA 


琼脂 糖 凝 胶 回收 试剂 盒 回 收 目的 片段 后 用 T4 DNA 连接 酶 16 连接 过 夜 ， 转 化 大 肠 杆菌 


DH5a 感受 态 细 胞 ， 筛 选 阳 性 克隆 ，PCR 和 双 酶 切 鉴定 ， 得 到 质粒 pMD18-T-Cel42-Cel22. 


将 该 质粒 与 表达 载体 pPET32a(+) 分 别 经 Neo | /Xho 工 酶 切 回 收 后 连接 ， 转 化 大 肠 杆 菌 DH5a 


感受 态 细胞 ， 算 选 阳 性 克隆 , 经 PCR 和 双 酶 切 鉴定 后 送 生 工 生 物 工 程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 测 


序 ， 命 名 为 pET32a(+)-Cel42-Cel22。 


— 
N 
U 
lirli 


E 2H JO RAL 1 Be So E RN R TA es AE Eyk (SDS-PAGE) 检测 


将 重组 质粒 pET32a(+)-Cel42-Cel22 转化 宿主 菌 BL21(DE3) 中 ， 挑 取 阳 性 菌株 接 入 含 氨 


茶 青 考 素 终 浓度 为 100 jg/mL 的 LB 培养 液 中 。37 C. 220 r/min 过 夜 培养 ， 以 1:50 转 接 入 


200 mL 含 同样 抗 性 浓度 的 LB 培养 液 , 培养 至 600 nm 处 光 密 度 (OD ) 值 三 0.6 IN, 加 入 0.5~ 


2.0 mmol/L 浓度 的 IPTG，37 ‘GC 180 r/min 诱导 培养 12h。4 C., 3500 r/min 离心 30 min, 


用 1: 20 体积 的 磷酸 缓冲 液 PBS，PpH 7.0) 洗 涤 细 胞 ，12 000 r/min 离心 10 min。 弃 上 清 ， 加 


入 6mL 的 PBS， 放 到 -80 CKMP, 反复 冻 融 3 一 次， 在 冰 上 用 超声 破碎 仪 破碎 细胞 ，12 


000 r/min 离心 10 min, WEH F SDS-PAGE 检测 。 


1.2.4 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 的 酶 活 测定 


BH 


将 重组 菌 培 养 液 4 C 12 000 r/min 离心 30 min， 超 声 破碎 后 离心 所 得 上 


液 。 


tl O. 0.2. 0.4, 0.6. 0.8. 1.0. 1.2 mg/mL 的 葡萄 糖 标准 溶液 ， 测 定 其 ODs40 am 


值 ， 绘 制 葡 萄 糖 标准 溶液 的 标准 曲线 。 


清 液 即 为 粗 酶 


二 


1.2.4.1 葡 聚 糖 内 切 酶 活性 测定 


聚 糖 内 切 酶 活性 测定 采 月 


Ñ 10 min， 冷 却 后 定 容 到 5 mL， 混 匀 。 采 用 分 光 光 度 计 测定 ODsao om 值 ， 计 算 溶 液 中 的 区 


rie ZX 4 
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二 硝 基 水 杨 酸 (DNS) %03, W1 mL 粗 酶 液 与 2 mL 1.0% 


羧 甲 基 纤 维 素 钠 深 液 (pH 4.8) 12S, 50 人 C 恒 温水 浴 30 min， 加 入 2 mL DNS 试剂 ， 沸 水 


Aj vee at. 根据 在 pH 4.8、50 人 保温 30 min ZF, 1 min 内 水 解 羧 甲 基 纤 维 素 钠 生 成 1 ng 


葡萄 糖 所 需 的 酶 量 为 1 个 酶 活性 单位 〈U)， 计 算 葡 聚 糖 内 切 酶 的 活性 。 


1.2.4.2 葡 聚 糖 外 切 酶 活性 测定 


取 1 mL 粗 酶 液 与 2 mL 1.0% 的 微 晶 纤维 素 钠 溶 液 (pH 4.8) 混 匀 , 50 CKM 30 min, 


离心 ， 取 上 清 ， 同 上 步 


REKHA DNS 法 测定 上 清 液 中 的 还 原 糖 含量 。 根 据 1 min 内 由 底 物产 


Æ 1.0 pg 还 原 糖 所 需 的 酶 量 定义 为 1 个 酶 活性 单位 〈U)， 计 算 葡 聚 糖 外 切 酶 的 活性 。 


1.2.5 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 的 最 适 反 应 温度 与 热 稳定 性 


取 25 uL 经 Ni-NTA Sefinose™ Resin Kit 纯化 的 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 (pH 4.0~ 


5.0)， 添 加 25 uL 1%% 


HELE AE Se NTA 


65 ‘CHE 60 min, WAHAB 


Cel42-Cel22 WARE 


i (pH 4.8), SPITE 30. 35. 40, 45. 50. 55, 60, 


E, UMERE. OA T HEMA A SHE y 


,将 25 pL 纯化 的 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22(pH 4.0 一 5.0) 分 别 在 30, 


35. 40. 45, 50, 55, 60. 65. 70. 75, 80, 85, 90 ‘CHR 60 min， 取 出 后 立即 放 入 冰 水 


浴 中 ， 再 添加 25 pL 1% 羧 甲 基 纤 


ASS 


ERI 


溶液 (pH 4.8), PAEH 60 min， 测 定 纤 维 素 酶 活 


1.2.6 ”融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 的 最 适 反 应 pH 及 酸 碱 稳定 性 


用 100 mmol/L 柠檬 酸 钠 绥 冲 液 pH 3.0)、100 mmol/L 醋酸 盐 缓 冲 液 (pH 4.0 一 5.0)、100 


mmol/L 磷酸 盐 缓冲 液 pH 6.0 一 7.0)、100 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0 一 9.0)、100 mmol/L HBA 


钠 / 氧 氧化 钠 绥 冲 液 pH 10.0~11.0)F 100 mmol/L 氧化 钾 / 氧 氧化 钠 缓 冲 液 (pH 12.0) 将 25 uL 


纯化 的 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 分 别 调 至 pH 为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、 


11.0、12.0， 然 后 加 入 25 uL 相应 pH 的 1% 送 甲 基 纤 维 素 钠 ， 于 最 适 温度 下 反应 60 min， 测 


定 纤 维 素 酶 活性 。 为 了 确定 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 的 酸 碱 稳定 性 ， 将 纯化 的 融合 纤维 素 


酶 Cel42-Cel22 分 别 调 至 pH 为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0， 于 室 


这 二 


前 


静 置 2h 后 ， 再 添加 25 uL 相应 pH 的 1% 羧 甲 基 纤 维 素 钠 ， 于 最 适 温 度 下 反应 60 min， 测 


定 纤维 素 酶 活性 。 


1.2.7 金属 离子 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 的 影响 


为 确定 金属 离子 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 的 影响 , 向 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 


反应 体系 中 分 别 加 入 不 同 的 金属 离子 一 一 Na'、K’'、Meg”、Fe”、Cu”、Mn”、Ni”*、Hg”、 


Co*、AB'、Fe”, 使 金属 离子 终 浓度 为 1 mmolWL,， 室 温 静 置 60 min 后 ,测定 纤维 素 酶 活性 。 


2 结 R 


2.1 纤维 素 酶 基因 Cel42 和 Ce122 的 克隆 结果 


以 特异 性 引物 扩 增 后 得 到 2 个 基因 片段 (图 1)， 与 预期 目的 片段 大 小 相符 ， 经 测序 大 小 


分 别 为 1 515 和 729 bp， 并 提交 到 GenBank( 登 录 号 分 别 为 KJ130416 和 KJ130415)， 将 这 2 


基因 通过 NCBI 进行 Blast， 结 果 显 示 Cel42 基因 与 Bacillus subtilis 的 B-14- 葡 聚 糖 内 切 酶 具 


有 高 度 的 同 源 性 ，Ce122 基因 与 Bacillus subtilis 的 B-1,4- 葡 聚 糖 外 切 酶 具有 高 度 的 同 源 性 


说 明 已 成 功 扩 增 出 目的 基因 。 


A 中 ，M 代表 DNA marker, 1 代表 Cel42 基因 ，2 代表 阴性 对 照 : 图 B 中 ，M 代表 DNA marker, 1 


代表 Cel22 基因 ，2 代表 阴性 对 照 。 


In figure A, M represented DNA marker, 1 represented Ce/42 gene and 2 represented negative control; in 


figure B, M represented DNA marker, 1 represented Ce/22 gene and 2 represented negative control. 
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图 1 Cel42 和 Cel22 基因 PCR 扩 增 图 
PCR amplification map of Ce/42 and Cel22 genes 


重组 质粒 pMD18-Cel42-Cel22 的 PCR 扩 增 及 酶 切 鉴定 结果 


以 构建 的 pPMD18-Cel42-Cel22 质粒 为 模板 , 分 别 用 引物 FI/R1 和 F2/R2 进行 PCR 扩 增 ， 


I 双 酶 切 后 得 到 2 条 大 小 分 别 约 为 2.70 和 2.25 kb 的 条 


2 条 大 小 分 别 约 为 4.20 和 0.75 kb 的 条 带 ， 


2.3 重组 质粒 pET32a(+)-Cel42-Cel22 的 PCR 扩 增 及 酶 


重组 质粒 pET32a(+)-Cel42-Cel22 经 Neo I /Xho I 双 酶 切 得 到 2 


1 条 大 小 约 为 1.50 kb 的 条 带 ， 


bp M 1 2 3 4 5 6 


M: DNA marker; 1: F1/R1 引物 的 PCR 扩 增 产 
W; 2: Nco 1/BamH I 双 酶 切 产物 ; 3: Nco I/Xho I 
双 酶 切 产 物 ，4: BamH I 单 酶 切 产 物 ;，5: 
BamH I+Xho I 双 酶 切 产 物 ; 6: F2/R2 引物 的 PCR 
产物 。 

M: DNA marker; 1: PCR amplification product 
based on primers F1/R1; 2: Nco I/BamH I digested 
product; 3: Nco I/Xho Idigested product; 4: 
BamH I digested product; 5: 

BamH 1/Xho Idigested product; 6: PCR 
amplification product based on primers F2/R2. 


图 2 重 


组 质粒 pMD18-Cel42-Cel22 PCR 扩 增 产 
物 及 酶 切 产物 
Fig.2 PCR amplification and enzyme digested 


products of recombinant plasmid 


可 以 得 到 2 条 大 小 分 别 约 为 1.50 和 0.75 kb 的 DNA 片段 ， 


者 


带 ， 经 BamH I /Xho | 双 酶 切 后 得 到 


结果 均 与 预期 


P, 2 Xho 工 单 酶 切 得 到 1 条 大 小 约 为 8.10 kb 的 条 带 ， 用 引物 对 F1/R1 扩 增 出 


分 别 与 Ce142 和 Cel22 基因 片段 


大 小 相符 。pMD18-Cel42-Cel22 质粒 经 BamH I 单 酶 切 后 可 得 到 1 条 大 小 约 为 4.95 kb 的 条 


带 , 经 Nco | /BamH | 双 酶 切 后 得 到 2 条 大 小 分 别 约 为 3.45 和 1.50 kb 的 条 带 , 经 Neo I /Xho 


相符 (图 2)。 


i 切 鉴定 结果 


条 大 小 分 别 约 为 5.90 和 


均 与 预期 结果 一 致 ( 图 3)。 


M: DNA marker; 1: 
2: Nco 1/Xho I 双 酶 切 产物 ; 3: Xho I 单 酶 切 产 物 。 
M: DNA marker; 1: PCR amplification product based 
on primers F1/R1; 2: Nco I/Xho I digested product; 3: 
Xho Idigested product. 


3 重组 


FI/R1 引物 的 PCR 扩 增 产物 ， 


质粒 pET32a(+)-Cel42-Cel22 PCR 扩 增 产 
物 及 酶 切 产物 


Fig.3 PCR amplification and enzyme digested 


products of recombinant plasmid 
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2.4 融合 蛋白 的 表达 


导 


Ee 


重组 菌株 BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel42-Cel22 在 25 °C. 1 mmol/L IPTG 的 培养 条 件 下 诱 


表达 后 ，SDS-PAGE 结果 显示 ， 与 对 照 菌株 BL21(DE3)/pET32a(+) 相 比 ， 诱 导 的 阳性 重组 


株 BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel42-Cel22 在 101 ku 附近 出 现 1 条 明显 条 带 ， 与 预期 估 测 的 融 


合 蛋 白 分 子 质量 大 小 相似 (图 4)， 表 明 Cel42-Cel22 纤维 素 酶 融合 基因 通过 大 肠 杆 菌 表达 载 


体 pET32a(+) 得 到 了 有 效 表达 。 


2.5 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 酶 活 的 测定 结果 


it 


根据 标准 溶液 中 不 同 浓度 葡萄 糖 的 ODsaowm 值 绘制 的 标准 曲线 (图 5) 和 酶 活 计算 方法 ， 


算出 粗 酶 液 中 葡 聚 糖 内 切 酶 的 活性 为 S7.62 U/mL， 葡 聚 糖 外 切 酶 的 活性 为 32.57 U/mL. 
1 2 3 4 5 
1.2 
1.0 
120 0.8 
-~ e — Q 
po eS aD 85 - 06 
=a +s om i 
ë > œe j 
一 一 a 
_ = _ 39 0.0 
cnp —_ 0.0 0.2 04 0.6 08 1.0 2 
- >= HARKE e/m) 
一 一 35 


1:BL21(DE3)/pET32a(+); 2 和 3: 
BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel42-Cel22; 
4: 蛋白 质 marker; 5: 纯化 的 融合 
E 
1: BL21(DE3)/pET32a(+);2 and 3: 
BL21(DE3)/pET32a(+)-Cel42-Cel22; 
4: protein marker; 5: purified fusion 


5 葡萄糖 标准 曲线 


Fig.5 The standard curve of glucose 


protein. 
图 4 MERAN SDS-PAGE 图 
Fig.4 SDS-PAGE map of fusion 
protein 


2.5 温度 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 及 稳定 性 的 影响 


纯化 的 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 在 30~65 ‘CURE FUE MAAS EES ROA 


5-A 所 示 。 由 图 5-A 可 以 看 出 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 最 适 反应 温度 为 S0 '‘C。 将 纯化 的 
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融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 经 30 一 90 保温 处 理 60 min 后 ， 再 以 羧 甲 基 纤 维 素 钠 为 底 物 ， 


=o 


测定 其 残余 纤维 素 酶 活性 ， 检 测 其 对 热 的 稳定 性 ， 检 测 结果 如 图 5-B 


酶 活 愧 


稳定 性 的 影响 ，C: pH 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 的 影响 ，D: pH SHLAA 


急剧 下 降 。 
A 60 B 120 
55 
0 100 
Aas 
Zz Q so 
5 35 8 
w 30 
60 
ya 25 A 
E 20 Z 40 
15 又 
10 20 
5 
0 
25 30 3 40 4 50 5 60 6 70 75 
im CC) 
C 60 
55 D 120 
50 
45 100 
和 4 ae) 
= = 80 
£3 S 
~w 30 ya 
#8 25 g @ 
Ë 20 a 
g 40 
15 
10 0 
5 
0 0 
2 3 4 5 6 8 9 10 n Rr B 3 4 
pH 


所 示 。 由 图 5-B 可 以 看 


温度 CC) 


6 7 8 9 10 


A: 温 度 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 的 影响 ，B: 温度 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 


Cel42-Cel22 稳定 性 的 影响 。 


A: effect of temperature on fusion cellulose Cel42-Cel22 activity; B: effect of temperature 


on stability of fusion cellulose Cel42-Cel22; C: effect of pH on fusion cellulase Cel42-Cel22 


activity; D: effect of pH on stability of fusion cellulase Cel42-Cel22. 


á 


将 纯化 的 融合 纤维 素 酶 Cel042-Cel22 在 不 同 pH 条 件 下 进行 酶 促 反应 , 检测 其 纤维 


活性 


5 温度 和 pH 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 及 稳定 性 的 影响 


Fig.5 Effects of temperature and pH on fusion cellulase Cel42-Cel22 activity and stability 


HH, Æ 30~70 CC 之 间 ，70% 以 上 的 纤维 素 酶 能 够 保持 活性 ， 而 温度 高 于 70 'C 后 则 纤维 素 


0 
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 


ll 12 


E 素 酶 


| 


结果 如 图 5-C Pras. HA 5-C 可 以 看 出 ， 该 融合 纤维 素 酶 Cel042-Cel22 酶 促 反应 的 


最 适 pH 为 6.0。 将 纯化 的 融合 纤维 素 酶 Cel042-Cel22 在 pH 3.0 一 12.0 范围 内 处 理 后 ， 再 检 


测 其 纤维 素 酶 活性 ， 测 定 其 对 pH 的 稳定 性 ， 结 果 如 图 5-D 所 示 。 由 


以 上 的 纤维 素 酶 在 pH 4.0 一 9.0 之 间 保 持 活性 


o 


图 5-D 可 以 看 出 ，75% 


2.6 SRA PRS ee 


4 TM ee 


检测 的 离子 范围 内 ， 除 


度 的 抑制 作用 ， 其 中 Hg 对 纤维 素 酶 活性 的 抑制 


之 ， 相 对 活性 为 41.53%。2 种 铁 离子 (Fe*”、Fe”') 对 纤维 素 酶 


学 效 价 高 于 Fe™ 


fe AE Cel042-Cel22 活性 的 影响 


图 6 金 


= 


ERM Cel042-Cel22 活性 的 影响 如 图 6 Aras. FA 


图 6 可 以 看 出 ， 在 


Mn ”对 纤维 素 酶 活性 没有 明显 的 影响 外 ， 其 余 金 属 离子 均 有 不 同 程 


活性 的 影响 


属 离子 对 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 活性 的 影响 


Fig.6 Effect of metal ions on fusion cellulase Cel42-Cel22 activity 


3 F R 


纤维 素 的 降解 是 一 个 复杂 的 过 程 ， 需 要 多 种 不 同 种 类 的 纤维 


用 混合 菌 种 的 复合 菌 系 协同 发 酵 能 提高 纤维 素 的 降解 率 , 但 由 于 


复杂 ， 从 而 限制 了 纤 乡 


ERAK 


BGR — WA, TET 


=i 
in 


规模 


作用 最 大 ， 相 对 活性 只 有 28.94%, Cu 


，Fe” 的 生物 


RM se", BAF 


HTAA. Fl FE EH 


H- 


= 条 件 更 易 调 控 、 生 产 过 程 更 简化 。 而 不 同 纤 维 素 酶 基 


E 广 


挥 良好 生物 学 活性 的 前 提 。 一 般 


合 是 该 方法 的 一 个 关键 点 ， 且 基因 之 间 合 适 的 连接 接头 是 保持 融合 蛋 


j 于 接头 的 氨基 酸 主要 包括 且 氢 


FE Ze tg SE LK 


PRI A. 优化 等 过 程 较为 


(Ser), HAR (Th), WAR (Ala) 等 C0。 本 研究 为 了 将 2 种 纤维 素 酶 


基因 


E 


had 


因 的 


白 空 间 结构 稳定 、 发 


酸 (Pro). HAR (Gly), 


ix, 
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Gly-Ser-Gly-Gly， 同 时 借助 酶 切 位 点 BamH I MIREA 


酸 为 Gly-Ser， 从 而 构成 了 一 个 由 6 个 氨基 酸 组 成 的 柔性 


接 肽 进行 双 纤 维 素 酶 基因 之 间 的 连接 , 使 得 2 个 纤维 素 酶 基 
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在 Cel42 基因 3′ 端 中 添加 了 一 段 核 昔 酸 序列 GGATCTGGCGGT， 翻 译 成 的 氨基 酸 为 


列 GGATCC 的 优势 ， 其 翻译 的 氨基 


接头 (GSGGGS), 利用 这 样 一 段 连 


因 位 于 同一 个 开放 阅读 框 (ORF) 


内 ， 获 得 了 融合 基因 Cel42-Ce122， 并 将 其 插入 大 肠 杆 菌 表达 载体 pET32a(+) 中 。 通 过 PCR 


和 酶 切 鉴定 结果 可 以 看 出 ， 本 研究 成 功 构 建 了 融合 表达 载体 pET32a(+)-Cel42-Cel22。 该 重 


组 载体 转化 到 BL21(DE3) 后 ， 通 过 诱导 可 成 功 表 


达 融 合 纤维 素 酶 Cel42-Cel122， 表 达 的 粗 酶 


液 中 葡 聚 糖 内 切 酶 活性 为 57.62 U/mL， 葡 聚 糖 外 切 酶 活性 为 32.57 U/mL， 相 对 于 已 报道 的 


表达 的 纤维 素 酶 活性 请 相 比 还 有 些 欠 缺 。 由 于 pET 系列 载体 表达 的 蛋 


可 导致 部 分 蛋白 质 生物 学 活性 形 失 请 ， 这 可 能 是 导致 融合 纤维 


人 


在 大 肠 杆菌 表达 葡 聚 糖 内 切 酶 和 葡 聚 糖 外 切 酶 活性 


素 酶 活性 不 是 很 理想 的 原 攻 


9 具有 一 定 的 优势 ， 但 与 其 他 表达 系统 


白质 容易 形成 包涵 体 ， 


酶 学 性 质 研 究 中 发 现 融合 表达 的 纤维 素 酶 的 最 适 反 应 pH 为 6.0, 最 适 反 应 温度 为 50 C, 


这 与 短小 芽孢 杆菌 S124A 所 产 纤维 素 酶 的 最 适 反 应 pH 和 最 适 反 应 温度 户 ] 一 


达 的 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 在 pH 4.0 一 9.0 范 


温度 在 30~70 CC 范围 内 时 70% 以 上 的 纤维 素 酶 和 


急剧 下 降 ， 表 明 该 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 可 适应 较 宽 


于 实际 生产 应 用 。 


由 于 纤维 素 的 降解 是 内 切 葡 察 糖 酶 、 外 切 葡 村 


而 本 研究 中 仪 将 来 源 于 2 株 不 同 菌 株 的 内 切 葡 时 


E 够 保持 活性 ， 


范围 内 时 75% 以 上 的 纤维 


素 酶 可 以 保持 活性 ， 
而 温度 高 于 70 'C 则 其 活性 


致 。 本 试验 表 


E Aa BEAL pH 范 


ACHE ME AY Bi] ed HE Bs 


Be HS AL E: 


es ES 


范围 ， 所 以 较 适 合 


司 作 用 的 结果 ， 


忆 进 行 了 融合 表 


TA, 如 想 进一步 提高 融合 纤维 素 酶 的 产量 和 活性 , 在 后 续 研 究 中 可 根据 生长 的 需要 将 更 多 的 


纤维 素 酶 基因 整合 到 该 载体 中 。 此 外 ， 如 果 将 宿主 


携带 多 种 纤维 素 酶 基因 的 乳酸 杆菌 开 发 成 生物 制剂 ， 势 必 会 提升 


阔 改 为 乳酸 菌 之 类 的 益 和 9 


E 菌 ， 并 进一步 将 


其 在 实际 生产 中 的 应 用 价 


O 本 试验 成 功 克隆 了 Bacillus subtilis 的 8 -1,4- 葡 聚 糖 内 切 酶 基因 Ce142 和 8B -1,4- 葡 聚 


糖 外 切 酶 基因 Ce122， 通 过 设计 一 段 连接 肽 将 2 个 基因 融合 在 一 个 ORF 内 ， 并 成 功 


实现 了 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 ， 粗 酶 液 中 葡 聚 糖 内 切 酶 活 


性 为 57.62 U/mL， 葡 聚 糖 外 切 酶 活性 为 32.57 U/mL. 


@ 本 试验 所 得 融合 纤维 素 酶 Cel42-Cel22 的 最 适 反 应 温度 为 50 'C ,最 适 反 应 pH 为 6.0， 


温度 在 30~70 人 范围 内 时 可 维持 70% 以 上 的 纤维 素 酶 活性 ，pH 在 4.0~9.0 范围 内 时 可 保 


持 75% 以 上 的 纤维 素 酶 活性 ， 金 属 离子 Hg“ 和 Cur 则 对 其 具有 明显 的 抑制 作用 。 
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Cloning, Fusion Expression of Two Cellulase Genes from Bacillus subtilis and Its Enzymatic 
Properties 


DING Ke'? QIU Jingjing! LUO Weiguang' LI Wang! LI Yuanxiao'’? CAO Pinghua' 


HE Wangling’ ZHAO Longmei’ WANG Yuqin? ZHANG Chunjie” 


(1. Hongxiang Biological Feed Laboratory, Henan University of Science and Technology, 
Luoyang 471003, China; 2. Key Laboratory of Animal Disease and Public Health of Henan 
Province, Luoyang 471003, China; 3. Research Center of Breeding Engineering Technology for 
Meat Sheep of Henan Province, Luoyang 471003, China) 


Abstract: The aim of this experiment was to construct fusion expression system based on different 
cellulases and studied the enzymatic properties of fusion cellulase. The two different cellulases 
Cel42 and Ce/22 were amplified from Bacillus subtilis isolated in previous researches in our 
laboratory using PCR method, respectively. The two genes were linked with a flexible polypeptide 

(GSGGGS) , which could form a complete ORF, and the fusion gene was inserted into vector 
pET32a(+) to construct the recombinant expression vector pET32a-Cel42-Cel22, which was 
transformed into Escherichia coli BL21(DE3). The recombinant strain was induced to express the 
fusion cellulose, and the the enzymatic properties of fusion cellulose were studied. The results 
showed that the two cellulase genes Ce/42 and Ce/22 were cloned successfully in this experiment, 
and obtained the recombinant expression system BL21/pET32a(+)-Cel42-Cel22. Sodium dodecyl 


sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) indicated that the molecular weight of the 
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fusion protein was about 101 ku. Enzymatic activity of the crude enzyme liquid indicated that the 
endo-1,4- B -D-glucanases activity was 57.62 U/mL, and the exo-1,4- B -D-glucanase activity was 
32.57 U/mL. The reaction optimal temperature of the fusion cellulase Cel42-Cel22 was 50 °C, 
and could still maintain above 70% cellulase activity when temperature was from 30 to 70 °C. 
The optimal pH of the fusion cellulase Cel42-Cel22 was 6.0, and could still maintain over 75% 
cellulase activity in a pH range of 4.0 to 9.0. In addition to Mn”, other metal ions had inhibitory 
effects on the activity of fusion cellulase Cel42-Cel22, especially Hg”* and Cu”. In conclusion, 
the fusion fusion cellulase Cel42-Cel22 is realized to efficiently express in Escherichia coli 
BL21(DE3), and has a higher activity within a wide range of temperature and pH, and is sensitive 


to metal ions. 
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